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6 Seznam uporabljenih simbolov 
 
Seznam uporabljenih simbolov 
AEC – anionska izmenjevalna kromatografija (anion exchange chromatography) 
CADET – nabor orodij kromatografske analize in načrtovanja (The 
Chromatography Analysis and Design Toolkit) 
CV – volumen kromatografske kolone (column volume) 
CZE – kapilarna elektroforeza (capillary zone electrophoresis) 
EPO – eritropoetin 
GRM – splošni hitrostni model (general rate model) 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (high performance liquid 
chromatography) 
IEC – ionska izmenjevalna kromatografija (ion exchange chromatography) 
LPLC – nizkotlačna tekočinska kromatografija (low pressure chromatography) 
NRMS – normalizirana vsota kvadratov razlike (normalized root mean square) 
RPC – obratno-fazna kromatografija (reverse phase chromatography) 
SDM – standardni izmenjevalni model (standard displacement model) 
SEC – izločitvena kromatografija (size exclusion chromatography) 
SMA – množična sterična vezava (steric mass-action) 
UPLC – ultra visokotlačno tekočinsko kromatografijo (ultra high pressure 
chromatography) 
 
𝐶 – koncentracija vzorca v mobilni fazi 
𝐶𝑀 – koncentracija soli v mobilni fazi 
𝐶𝑀,𝑖 – koncentracija soli ob elucijskem času 𝑖-te komponente vzorca 
𝐶𝑝 – koncentracija vzorca v okolici delca kromatografskega nosilca 
𝐷𝑎𝑥 – parameter aksialne disperzije 
𝐷𝑓 – parameter filmske difuzije 
𝐷𝑝 – parameter difuzije znotraj delcev 
𝑖 – števnik komponente vzorca 
𝐾𝑒 – ravnovesna konstanta (adsorpcija/desorpcija) 
𝑘′ – retencijski faktor 
𝐿 – dolžina kromatografske kolone  
𝑀 – oznaka za sol v mobilni fazi 
𝑚 – naklon linearne izoterme 
𝑃 – komponenta vzorca 
𝑞 – koncentracija vzorca v stacionarni fazi 
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𝑞0 – ionska kapaciteta kromatografskega nosilca 
𝑅 – molekula liganda 
𝑟𝑝 – polmer delca kromatografskega nosilca 
𝑡𝑟 – retencijski čas 
𝑡𝐺  – čas trajanja linearnega gradienta 
𝑣 – aksialna hitrost potovanja skozi kromatografski nosilec 
𝑧 – karakteristični naboj 
 
∅𝑛 – znotrajdelčna poroznost 
∅𝑡𝑜𝑡 –  totalna poroznost 
∅𝑧 – izvendelčna poroznost 
𝜑𝑛 – znotrajdelčno razmerje med stacionarno in mobilno fazo 
𝜑𝑧 – izvendelčno razmerje med stacionarno in mobilno fazo 
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Povzetek 
Eritropoetin (EPO) je glikoproteinski hormon, ki vpliva predvsem na 
proizvodnjo rdečih krvničk v kostnem mozgu. Najpogostejše bolezensko stanje, ki ga 
zdravimo z EPO-m, je anemija – pomanjkanje rdečih krvničk v krvnem obtoku. 
Molekulo EPO-a sestavlja proteinska veriga na katero so na štirih mestih vezani 
sladkorji (glikani). To jo uvršča med glikoproteine. Različne podvrste EPO-a imajo 
različno in vivo biološko aktivnost, zato je reguliranje deleža podvrst v končni 
zdravilni učinkovini ključnega pomena. Delež podvrst v proizvodnji regluiramo z 
izmenjevalno ionsko kromatorgrafijo (IEC). Pri obravnavanem koraku izoforme, ki 
imajo enak skupni naboj, obravnavamo kot posamezne podvrste. Imenujmo jih 
nabojne izoforme. 
V magistrski nalogi je izveden mehanistični matematični model, ki opisuje 
elucijo nabojnih izoform v odvisnosti od elucijskega gradienta. Mehanistični model je 
postavljen s programskim paketom CADET. Za opis vezave je uporabljen standardni 
izmenjevalni model, za opis transporta pa splošni hitrostni model. Izmed difuznih 
parametrov je s prilagajanjem oblike elucijskega vrha določen filmski difuzijski 
koeficient za vsako nabojno izoformo ter aksialni disperzijski koeficient za 
kromatografski nosilec. Vezavni parametri so določeni na podlagi Yamamoto metode. 
Postavljeni model zelo dobro opisuje retencijske čase vrhov, slabše pa trend 
širine vrhov. Izkaže se, da je ločba neodvisna od oblike gradienta, kar nakazuje na 





Ključne besede: CADET, ionska izmenjava, standardni izmenjevalni model 
(SDM), splošni hitrostni model (GRM), tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
(HPLC), biološko podobno zdravilo, nabojne izoforme 
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Abstract 
Erythropoietin (EPO) is glycoprotein hormone influencing the red blood cell 
production in bone marrow. It is most widely used for treatment of anemia – a lack of 
red blood cells in bloodstream. EPO molecule is composed of protein backbone with 
four glycosylation sites. Isoforms with different glycosylation patterns exist and show 
different in vivo bioactivity. Thus it is crucial to regulate such isoform ratios in drug 
substance. An ion exchange chromatographic step (IEC) is employed to set the 
specified net charge isoform ratio. Net charge isoforms in the context are defined as 
isoforms with the same net charge. In this work the chromatographic step is 
investigated by mechanistic modeling approach. 
The mechanistic model simulates the elution of net charge isoforms at different 
elution gradient slopes. The mechanistic model combines the standard displacement 
model for binding and general rate model for transport phenomena. The model is 
implemented within the CADET software framework. The binding parameters are 
obtained by Yamamoto method. Among transport parameters, the axial dispersion and 
film diffusion are taken into account. Their value is obtained by fitting the simulated 
peak shapes to the experimental ones. 
The model successfully describes the retention times of net charge isoforms. 
However it underperforms in describing the peak broadening across different gradient 
slopes. Further investigation reveals that the separation is essentially independent of 
gradient length. This phenomena implies many subspecies with different binding 




Key words: chromatography, mechanistic modeling, CADET software, ion 
exchange chromatography, standard displacement model (SDM), general rate model 
(GRM), high pressure liquid chromatography (HPLC), biosimilar drug, erythropoietin, 
charge isoforms 
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1  Uvod 
Biološko zdravilo je zdravilo, ki vsebuje eno ali več zdravilnih učinkovin, 
izdelanih ali pridobljenih iz biološkega vira. Nekatere od njih so lahko že prisotne v 
človeškem telesu, na primer beljakovine, kot so insulin, rastni hormon in eritropoetini, 
druge pa so delno spremenjene molekule protiteles z namenom vezave na točno 
določeno tarčo. Zdravilne učinkovine v bioloških zdravilih so večje in kompleksnejše 
od tistih v nebioloških zdravilih. Takšno kompleksnost so zmožni reproducirati le živi 
organizmi. Zaradi njihove kompleksnosti in načina proizvodnje se lahko molekule iste 
zdravilne učinkovine v določeni meri razlikujejo, zlasti pri različnih serijah zdravila 
[1]. 
Podobno biološko zdravilo je biološko zdravilo, ki je razvito tako, da je podobno 
obstoječemu biološkemu zdravilu („referenčnemu zdravilu“). Zdravilna učinkovina v 
podobnem biološkem zdravilu in njegovem referenčnem zdravilu je v osnovi enaka 
biološka učinkovina, vendar pa se lahko pojavijo manjše razlike zaradi njihove 
kompleksne narave in metod proizvodnje. Kot pri referenčnem zdravilu je tudi pri 
podobnem biološkem zdravilu prisotna določena raven naravne spremenljivosti. Če je 
bilo zdravilo odobreno s strani ustrezne agencije za promet z zdravili, to pomeni, da je 
bilo dokazano, da spremenljivost podobnega biološkega zdravila ter morebitne razlike 
med njim in njegovim referenčnim zdravilom ne vplivajo na njegovo varnost ali 
učinkovitost [1]. 
Proizvodnja biološke zdravilne učinkovine se v grobem deli na dva dela – 
bioproces (upstream) in izolacije (downstream). Bioproces se prične s pridobivanjem 
izvornih celic. V nadaljevanju poteka gojenje izvornih celic, razvoj celičnih linij, 
shranjevanje v celične banke, razvoj in izvedba genetskih modifikacij ter gojenje 
modificiranih celic, ki jih ob koncu razgradimo. Iz razgrajenih celic je nato potrebno 
izolirati zdravilno učinkovino. Izolacije sestavlja zaporedno izvajanje več različnih 
skupin ločevalnih metod (filtracije, precipitacije, kromatografije, flokulacije...). 
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Večina korakov služi odstranjevanju celičnih struktur, virusov, nečistot1 in preostalih 
celičnih proteinov, medtem ko določeni koraki skrbijo za prilagajanje zdravilne 
učinkovine posameznim specifikacijam [2]. 
V tem delu je predstavljeno mehanistično modeliranje anionske izmenjevalne 
kromatografije (anion exchange chromatography – AEC), namenjene ločevanju 
različnih izoform eritropoetina. Motivacija za mehanistični model izvira predvsem iz 
želje po večji robustnosti procesa, učinkovitejšem iskanju razlogov za variabilnost 
med posameznimi serijami, boljšemu razumevanju procesa za namene registracije 
zdravila ter za prihodnje izboljšave in nadaljnji razvoj. Statistični modeli, ki 
prevladujejo v farmacevtski industriji, ne nudijo globljega vpogleda v delovanje 
procesa. Izbran kromatografski korak se je v preteklosti izkazal za težko vodljivega, a 
ključnega za regulacijo specificiranih deležev posameznih izoform v končni zdravilni 
učinkovini. Namen tega dela je pridobitev dodatnega znanja o naravi procesa, preučiti 
možnost izvedbe mehanističnega modela za celoten opis koraka ter predlagati 
smernice za učinkovitejšo iskanje vzrokov za nekonsistentnosti. Slednjim se zlasti pri 
večjih nadgradnjah kromatografskega sistema ne da povsem ogniti [3]. 
                                                 
1 Nečistote so nezaželene substance, ki so prisotne v raztopini z vzorcem. Najpogosteje nastanejo 
pri bioloških ali kemijskih reakcijah ter kot posledica neželenih primesi v vhodnih materialih. 
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2  Eritropoetin 
Eritropoetin (EPO) je glikoproteinski hormon, ki vpliva predvsem na 
proizvodnjo rdečih krvničk v kostnem mozgu. Najpogostejše bolezensko stanje, ki ga 
zdravimo z EPO-m je anemija – pomanjkanje rdečih krvničk v krvnem obtoku. 
Anemija  nastopi kot posledica odpovedi ledvic, raka ali ostalih patoloških dejavnikov 
[4]. Molekulo EPO-a sestavlja proteinska veriga na katero so vezani sladkorji 
(glikani), kar jo uvršča med glikoproteine (slika 2.1.a). Različne podvrste EPO-a 
(glikoforme) se razlikujejo po številu in vrsti vezanih sladkorjev. Biološka aktivnost 
in vitro je odvisna le od proteinske verige, medtem ko sladkorji vplivajo na afiniteto 
vezave na receptorje ter hitrost izločanja iz telesa [5]. Glikanska struktura EPO-a ima 
ključen posreden velik vpliv na in vivo biološko aktivnost [6]. 
 
Slika 2.1:  a) Molekula EPO-a ima 3 N ter 1 O vezavno mesto za sladkor. Sladkorji vezani na N 
vezavna mesta so obarvani rdeče, sladkor vezan na N vezavno mesto pa oranžno. Reproducirano z 
dovoljenjem MR Wormald (Oxford Glycobiology Institute) in PM Rudd (National Institute for 
Bioprocessing Research and Training, Ireland) b) Spekter glikanov vezanih na N vezavna mesta; c) 
Spekter glikanov, vezanih na O vezavna mesta. Oboje z dovoljenjem povzeto po [7]. 
 




Molekule, katerih relativne razlike v masi so precej manjše, kot relativne razlike v 
naboju, lahko ločimo po naboju s kapilarno elektroforezo (capillary zone 
electrophoresis – CZE).  Pri tej metodi se majhna količina vzorca vbrizga v daljšo 
kapilaro, nato pa molekule pod vplivom električnega polja, ki ga povzročimo s 
priklopom visoke napetosti ob koncih kapilare, potujejo na drugo stran kapilare. 
Hitrost potovanje je odvisna od razmerja med maso ter skupnim nabojem molekule 
[8]. Glikanske strukture lahko ločimo od proteinskega dela z encimi. Proste glikane 
lahko ločimo med seboj z obratno-fazno kromatografijo (reverse phase 
chromatography – RPC). Takšna analiza pokaže, da ima EPO obsežen spekter 
glikanskih struktur (slika 2.1.b,c) [7]. 
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3  Kromatografija 
Kromatografija je družina tehnik ločevanja zmesi na trdnem nosilcu. Zmesi so 
raztopljene v tekočini (mobilna faza). Na površju kromatografskega nosilca 
(stacionarna faza) se nahajajo stabilni delci (ligandi), na katere se reverzibilno vežejo 
snovi, ki jih želimo ločiti iz zmesi (vzorec). Komponente vzorca se vežejo na 
stacionarno fazo glede na svoje fizikalno-kemijske lastnosti. Pri klasični 
kromatografiji se raztopina z vzorcem nanese na začetek kromatografskega nosilca, 
nato pa mobilna faza vzorec potiska skozi celoten kromatografski nosilec. Prehodni 
časi različnih komponent vzorca (retencijski časi) se razlikujejo glede na razlike v 
interakcijah s stacionarno fazo. Kromatografske tehnike se delijo glede na vrste 
vezave, ki jo omogoča stacionarna faza (tabela 3.1), glede na agregatno stanje mobilne 
faze (kapljevinska ali plinska) ter glede na procesno izvedbo [9]. 
Tabela 3.1:  Razvrstitev kromatografskih tehnik glede na vrsto ligandov. 






Brez Vodna raztopina Izločitvena Size exclusion SEC 
Hidrofobni 
Vodno-organsko topilo.    
Elucija z višanjem deleža 
topila 
Obratno-fazna Reverse phase RPC 
Rahlo 
hidrofobni 
Vodna raztopina z visoko 
koncentracijo soljo. Elucija z 







Vodna raztopina s nizko 
koncentracijo soljo. Elucija z 
višanjem koncentracije soli 
Ionska 
izmenjevalna 
Ion exchange IEC 
Kovinski ioni 
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Elucijska kromatografija je kromatografija, pri kateri se na stacionarno fazo 
vežejo komponente vzorca ter komponente mobilne faze. Komponente vzorca se 
vežejo močneje, komponente mobilne faze pa šibkeje. Pogosto se na vhodu 
kromatografskega nosilca linearno viša koncentracija izmenjevalne komponente 
mobilne faze (linearni gradient), pri čemer narašča hitrost potovanja vzorca po 
kromatografskem nosilcu [10]. 
V tem delu je obravnavana anionska izmenjevalna kromatografija (anion 
exchange chromatography – AEC), ki spada pod IEC s pozitivno nabitimi ligandi. Pri 
njej se na pozitivno nabite ligande vežejo negativno nabiti ioni oz. molekule z lokalno 
negativnim površinskim nabojem. Vezavno komponento mobilne faze sestavljajo 
negativno nabiti ioni soli in pufra. Negativnim ionom se v pufru želimo ogniti, kar pa 
pri določenih želenih pogojih, kot so pH, puferska kapaciteta, nestrupenost in cena, 
pogosto ni možno. 
 
Slika 3.1:  Shema kromatografske kolone in kromatografskega nosilca pri tekočinski kromatografiji 
visoke ločljivosti. V realnosti so delci kromatografskega nosilca tesno pakirani 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (high performance liquid 
chromatography – HPLC) poteka na zaprtem kromatografskem nosilcu, skozi katerega 
potuje mobilna faza (slika 3.1). Kromatografski nosilec sestavljajo porozni delci zaprti 
v ohišje, ki je praviloma valjaste oblike z odprtinama na obeh straneh (kromatografska 
kolona). Znotraj por ter na zunanji površini poroznih delcev so nanešeni ligandi. 
Poroznost kromatografskega nosilca delimo na totalno poroznost (∅𝑡𝑜𝑡), izvendelčno 
poroznost (∅𝑧) in znotrajdelčno poroznost (∅𝑛). Povezavo med njimi prikazuje enačba 
(3.1) [9]. 
 ∅𝑡𝑜𝑡 = ∅𝑧 + ∅𝑛(1 − ∅𝑧) (3.1) 
Pri kromatografiji je pogosto v uporabi enota volumen kromatografske kolone 
(column volume – CV). Uporablja se za merjenje volumna raztopin, ki prehajajo skozi 
kromatografski nosilec. Parametri vodenja procesa, definirani v CV, so tako neodvisni 
od volumna kromatografskega nosilca. 
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3.1  Anionska izmenjevalna kromatografija 
V tem poglavju je predstavljen fizikalni model anionske izmenjevalne 
kromatografije na primeru vzorca z nizko koncentracijo ter 𝐶𝑙− ioni kot vezavno 
substanco mobilne faze.  
3.1.1  Standardni izmenjevalni model  
Označimo komponento vzorca s negativnim karakterističnim nabojem (𝑧) z 
oznako 𝑃𝑧−. Karakteristični naboj predstavlja navidezni naboj, ki ga molekula 
izkazuje ob vezavi na ligande ter ga moramo razlikovati od totalnega naboja molekule. 
Predpostavimo, da je molekula liganda enovalentna (𝑅+). Za ravnovesje (enačba 3.2) 
velja ravnovesna konstanta (𝐾𝑒). 𝐾𝑒 je definirana kot razmerje med termodinamičnimi 
aktivnostmi produktov in reaktantov (enačba 3.3), a se v primeru standardnega 
izmenjevalnega modela (standard displacement model – SDM) uporablja kar kot 
razmerje koncentracij. 








Enačba 3.4 vključuje vsoto razpoložljivih vezavnih mest ([𝑅−]0). Vezavna mesta, ki 
jih ne zaseda vzorec, zasedajo 𝐶𝑙− ioni. 
 [𝑅+ 𝐶𝑙− ] +  𝑧[𝑅𝑧
+𝑃𝑧−] =  [𝑅− ]0 (3.4) 
Enačbi (3.3) in (3.4) združimo v (3.5), pri čemer s C označimo koncentracijo 𝑃𝑧− v 
mobilni fazi, s q pa v stacionarni fazi. S CM je označena koncentracija soli oziroma 
𝐶𝑙− ionov v mobilni fazi. Totalna koncentracija ligandov je označena s q0. Ta podatek 
je podan s strani proizvajalca kot ionska kapaciteta kromatografskega nosilca. Zveza 
med q in C dobi linearno obliko pri zelo nizkih q. Slednje velja v primeru nizkih 
koncentracij vzorca. 








𝐶 = 𝑚 𝐶 (3.5) 
Retencijski faktor posamezne komponente vzorca (𝑘𝑖
′) predstavlja razmerje med 
potujočo in stacionarno količino posamezne komponente vzorca. Pri izračunu 
povprečne aksialne hitrost potovanja posamezne komponente vzorca (𝑣𝑖) 
predpostavimo, da potujoča količina vzorca potuje z aksialno hitrostjo mobilne faze 
(𝑣𝑀), stacionarna pa miruje (enačba 3.6). 𝜑𝑧 predstavlja razmerje med prostornino, ki 











− 1 (3.6) 
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Koncentracija soli je praviloma bistveno višja od koncentracij stacionarne faze, zato 
predpostavimo, da je njena koncentracija v mobilni fazi stabilna. Enačbi 3.5 in 3.6 
združimo v enačbo 3.7. Z logaritmiranjem slednje ugotovimo logaritemsko-
logaritemsko odvisnost od koncentracije soli (enačba 3.8).  









= 𝐴𝑖  (𝐶𝑀)
−𝑧𝑖 (3.7) 
 log 𝑘𝑖
′  = log 𝐴𝑖 −  𝑧𝑖  log 𝐶𝑀 (3.8) 
Enačba 3.9 prikazuje relacijo med retencijskim časom (𝑡𝑟,𝑖) in retencijskim faktorjem 
v primeru elucije pri kateri dovajamo konstantno koncentracijo soli (izokratska 









3.1.2  Linearni gradient  
Kadar linearno višamo ali nižamo koncentracijo soli raztopine na vhodu 
kromatografskega nosilca, govorimo o linearnem gradientu. Z 𝛽 označimo hitrost 
naraščanja linearnega gradienta, ki poteka od začetne (𝐶𝑀,0) do končne (𝐶𝑀,𝑘) 









Odvod enačbe 3.11 po osi vzdolž kromatografskega nosilca (𝑥) prinese diferencialno 
enačbo 3.12, ki jo združimo z enačbo 3.6 v enačbo 3.13. Pri tem potujemo s hitrostjo 

























Enačbo 3.13 integriramo po celotni dolžini kromatografskega nosilca (𝐿), kar pomeni, 
da desni del enačbe integriramo do izhodne koncentracije soli (𝐶𝑀,𝑖) ob času, ko vzorec 























Predpostavimo zelo nizko začetno koncentracijo soli (𝐶𝑀,0 ≪ 𝐶𝑀.𝑖) ter s pomočjo 
enačbe (3.11) izrazimo retencijski čas i-te komponente vzorca (enačba 3.15). 















+ 1) (3.15) 
Z logaritmiranjem enačbe (3.14) pridelamo linearno zvezo z naklonom 𝑧 + 1 ter 
presečiščem −log 𝐴𝑖(𝑧𝑖 + 1). Tak graf imenujemo Yamamoto graf po [11]. 
 log 𝛾 = (𝑧𝑖 + 1) log 𝐶𝑀,𝑖 − log 𝐴𝑖(𝑧𝑖 + 1) (3.16) 
Iz naklona in presečišča premice log 𝛾 proti log 𝐶𝑀,𝑖 lahko torej določimo oba vezavna 
parametra – karakteristični naboj (𝑧𝑖) in ravnovesno konstanto (𝐾𝑒) [9]. 
3.2  Transportni pojavi 
Tik po vezavi relativno majhne količine vzorca na kromatografski nosilec pri 
nizki koncentraciji soli se ves vzorec nahaja na začetku nosilca. Tekom elucije se 
porazdelitev koncentracije vzorca širi, kar privede do različnih oblik elucijskih vrhov. 
Širjenje vrhov je posledica transportnih pojavov. V tem delu je uporabljen splošni 
hitrostni model (general rate model – GRM) za opis transportnih pojavov. Njegova 
izpeljava presega okvire tega dela (za izpeljavo glej [9]). 
Glede na model GRM ločimo transportne pojave na potovanje vzdolž 
kromatografskega nosilca (translacija), širjenje vrha zaradi mešanja v meddelčnem 
prostoru (aksialna disperzija) ter širjenje vrha zaradi upora pri potovanju skozi 
stacionarno fazo (difuzija). Slednja se dalje deli glede na mesto nastanka na difuzijo v 
bližini površine delcev (filmska difuzija), difuzijo znotraj delcev ter difuzijo na 
vezavnih mestih. Slednja je pri ionski izmenjavi zanemarljiva. Difuzija znotraj delcev 
je zanemarljiva kadar so pore znotraj delca bistveno večje od velikosti molekul vzorca. 
Filmska difuzija upošteva upočasnjen tok (𝑗𝑝,𝑖) v bližini površine delcev. V izvedenem 
modelu retencijske čase tako določa translacija, opisana v prejšnjem poglavju, obliko 
elucijskih vrhov pa aksialna disperzija in filmska difuzija. Enačba 3.17 prikazuje 
parcialno diferencialno enačbo GRM modela. Pri tem je s 𝐶𝑖 označena koncentracija 
𝑖-te komponente vzorca v mobilni fazi. Hitrost potovanja 𝑖-te komponente vzorca je 
označena z 𝑢. 𝐷𝑎𝑥 označuje parameter aksialne disperzije, 𝑟𝑝 pa povprečen radij delcev 














𝑗𝑝,𝑖  (3.17) 
Upočasnjen tok (𝑗𝑝,𝑖) je definiran v enačbi 3.18, njegovo dinamiko pa določa lokalna 
koncentracija vzorca, katere dinamiko opisuje parcialna enačba 3.20. Koeficienti 
filmske difuzije so označeni z 𝐷𝑓,𝑖. 
 𝑗𝑓,𝑖 = 𝐷𝑓,𝑖 (𝑞𝑖 − 𝐶𝑝,𝑖) (3.18) 
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Pri tem je s 𝐶𝑝,𝑖 označena koncentracija 𝑖-te komponente vzorca v okolici poroznega 
delca, s 𝑞𝑖 pa koncentracija 𝑖-te komponente vzorca v stacionarni fazi. Parameter 
difuzije znotraj delcev je označen z 𝐷𝑝,𝑖. Razmerje med volumnom mobilne in  




















3.3  Kromatografski sistem 
Tekočinske kromatografije delimo glede na višino tlaka na visokotlačno 
tekočinsko kromatografijo (high pressure liquid chromatography – HPLC2) , na ultra 
visokotlačno tekočinsko kromatografijo (ultra high pressure chromatography – UPLC) 
ter na nizkotlačno tekočinsko kromatografijo (low pressure chromatography – LPLC). 
Najpogosteje se uporablja HPLC. LPLC ponuja slabšo ločbo in predstavlja cenejšo 
alternativno za HPLC. UPLC je dražji od HPLC sistema ter je namenjen predvsem 
analitski uporabi, ne pa proizvodnji produkta. V tem delu je za HPLC uporabljen 
sistem ÄKTAexplorer 100 proizvajalca GE Healthcare Life Sciences. Funkcijski 
shematski prikaz kromatografskega sistema je na sliki 3.2 [10]. 
 
Slika 3.2:  Shema HPLC sistema 
Uporabljen HPLC sistem vsebuje dve cevki, ki potekata od raztopin do B vhoda 
mešalne črpalke, ena cevka, ki poteka od raztopin do A vhoda ter deset cevk, ki 
potekajo do preklopnega ventila, nato pa ena nadaljuje pot do A vhoda mešalne 
črpalke. Mešalna črpalka ima torej dva A vhoda in dva B vhoda. Mešalna črpalka ima 
funkcijo spiranja prej omenjenih cevk, pri čemer raztopino izloči v odtok. Na mešalni 
črpalki lahko določimo želeno razmerje med raztopino na priklopu A in raztopino na 
                                                 
2 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (high performance liquid chromatography) se je 
v preteklosti imenovala visokotlačna tekočinska kromatografija (high pressure liquid chromatography). 
Kratica HPLC je ostala nespremenjena. 
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priklopu B. To razmerje lahko linearno narašča (linearni gradient). Raztopina iz 
mešalne črpalke potuje do zančnega ventila. Nanj je priključena zanka z vzorcem. 
Zančni ventil ima tri možne postavitve: ''Load'' – raztopina teče skozi zančni ventil 
mimo zanke z vzorcem, zanka z vzorcem je na izhodni stani odprta za vbrizg vzorca v 
zanko; ''Waste'' – raztopina je preusmerjena na odtok; ''Inject'' – raztopina je 
preusmerjena skozi zanko z vzorcem (slika 3.3). 
 
Slika 3.3:  Pozicije zančnega ventila 
Po izhodu zančnega ventila se nahaja preklopni ventil, na katerega je priklopljenih do 
8 kromatografskih kolon. Običajno se uporablja 1 kromatografska kolona in ena zanka 
brez kolone (bypass). Tako je tudi v našem primeru. Zatem si sledijo detektor 
absorpcije ultravijolične svetlobe (UV detektor), merilnik pH in merilnik prevodnosti 
(konduktometer). Po prehodu raztopine skozi detektorje sledi še en ventil, ki preklaplja 
med zbiralnikom frakcij in odtokom. Zbiralnik frakcij vsebuje podstavek za epice ali 
mikrotitrske ploščice, ki jih polni v poljubnem vrstnem redu s poljubnimi količinami 




4  Mehanistični model 
V zadnjih letih se v farmacevtski industriji pojavlja vse večja potreba po 
globljem razumevanju procesov, kar se kaže predvsem pri konceptu vpeljave kvalitete 
v razvoju (Quality by design), reševanju potencialnih zapletov na proizvodni skali ter 
registracijski dokumentaciji. Regulativne agencije zahtevajo čedalje bolj poglobljeno 
razumevanje postopkov ter vpliv njihovih parametrov na kvaliteto zdravilne 
učinkovine. Do sedaj se je slednje dosegalo predvsem z rešetanjem (screening) in 
statističnimi orodji. Glavne pomanjkljivosti statističnih orodij napram mehanističnim 
modelom predstavljajo zelo omejen nabor parametrov, slabo zanesljive napovedi 
izven testnega območja ter pridobivanje zgolj površinskega znanja o samem procesu. 
Slednje zelo omejuje kritično interpretacijo rezultatov v primeru sistematskih napak. 
Mehanistični modeli so običajno omejeni s kompleksnostjo problema – omejenim 
naborom konceptov, ki smo jih zmožni vključiti v model. Manjkajoče mehanike 
vplivajo na zmožnost opisa učne množice podatkov [3]. 
4.1  Orodje CADET 
Nabor orodij kromatografske analize in načrtovanja (The Chromatography 
Analysis and Design Toolkit – CADET) je zgrajen na osnovi učinkovitega reševanja 
enačb modela GRM (enačbi 3.17 in 3.20, enačbe dinamike vezave ter robnih pogojev). 
CADET nudi pester nabor vezavnih in transportnih modelov ter vmesnik za 
programsko okolje Matlab [12,13]. 
Diskretizacija poteka na dveh nivojih. Prva poteka vzdolž kromatografskega 
nosilca, druga pa vzdolž polmera delcev kromatografskega nosilca. Prečna 
diskretizacija ni potrebna, saj se predpostavlja homogenost v prečnih smereh [12]. 
Eden izmed vezavnih modelov, ki jih CADET ponuja, je model množične 
sterične vezave (steric mass-action – SMA). Model SMA je zasnovan na standardnem 
izmenjevalnem modelu (SDM), pri čemer je dodatno upoštevano senčenje ligandov. 
Senčenje se pojavi ob vezavi molekule vzorca na ligande. Poleg lingandov, na katere 
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je molekula vezana, le-ta zaradi svoje velikosti osenči še dodaten delež ligandov. 
Slednji posledično niso več na voljo preostalim molekulam vzorca. Pri nizkih 
koncentracijah vzorca je ta efekt zanemarljiv. V obravnavanem primeru imamo 
opravka z nizkimi koncentracijami vzorca, zato je faktor senčenja postavljen na 0. Na 
ta način preidemo iz modela SMA nazaj na SDM, ki ga CADET posebej ne zajema 
[9]. 
Izmed nabora transportnih pojavov sta upoštevana aksialna disperzija in filmska 
difuzija. Parameter površinske difuzije je postavljen na 0 zaradi ionske izmenjave 
(poglavje 3.2). Parameter difuzije znotraj delcev 𝐷𝑝,𝑖 je v izvedenem modelu prav tako 
postavljen na 0, saj je glede na specifikacijo uporabljenega kromatografskega nosilca 
molekula EPO-a (~30 𝑘𝐷𝑎) [5], precej manjša od povprečne velikosti por (>
3500 𝑘𝐷𝑎) 3 [9].  
4.2  Izvedeni poskusi 
Za zaščito intelektualne lastnine Lek Pharmaceuticals d.d. so nekateri rezultati 
meritev skalirani kar vpliva tudi na numerične vrednosti parametrov, izračunanih na 
podlagi teh meritev. 
4.2.1  Merjenje mrtvih volumnov 
Mrtvi volumni so volumni, ki jih lahko zaseda tekočina med ključnimi točkami 
sistema HPLC. K mrtvemu volumnu prispevajo tako cevke, kot tudi volumni merilnih 
celic, ventilov in črpalk. Mrtvi volumen od zanke z vzorcem do zančnega ventila se da 
zaobiti tako, da vzorec že pred poskusom sega do ventila. Podobno velja za cevke od 
raztopin do mešalne črpalke, saj ima mešalna črpalka možnost samo-izpiranja na 
odtok. 
Merjenje mrtvega volumna od zančnega ventila do UV detektorja izvedemo 
tako, da preko zančnega ventila injiciramo 100 µL pulz 10% Acetona, medtem ko 
skozi sistem teče voda (slika 4.1). Po injiciranju spremljamo UV signal v odvisnosti 
od volumna, ki se pretoči skozi UV celico. Za izbran konstanten pretok skrbi mešalna 
črpalka. Pri isti postavitvi s pulzom soli (1M NaCl) pomerimo mrtvi volumen med 
mešalnim ventilom ter konduktometrom. Preostane še meritev mrtvega volumna med 
mešalno črpalko in UV celico. 10% Aceton priključimo na mešalno črpalko, s pomočjo 
                                                 
3 Kadar je premer por v biomedicini primerljiv s premeri bioloških molekul, so velikosti zanje 
običajno podane v enotah molekulske mase (molecular weight – MW). Enota zanjo je enota atomske 
mase ali Dalton (Da). Relacijo med premerom ter molekulsko maso podaja naslednja zveza: 
𝑙𝑜𝑔 (𝑑 [10−10 𝑚])  =  −0,0985 +  0,4459 ∗ 𝑙𝑜𝑔(𝑀𝑊 [𝐷𝑎]) [14]. 
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katere nato ter injiciramo 100 µL pulz (slika 4.2). Pridobljeni spektri so prikazani na 
sliki 4.3. 
 
Slika 4.1:  Postavitev sistema za meritev mrtvega volumna med zančnim ventilom ter UV detektor in 
konduktometrom. Pufer teče po zeleno in rumeno označeni poti, 100 µL pulz pa le po rumeno 
označeni poti. 
 
Slika 4.2:  Postavitev sistema za meritev mrtvega volumna med mešalno črpalko ter UV detektor in 
konduktometrom. Vodo in 10% aceton priključimo na mešalno črpalko. 
 
 
Slika 4.3:  a) Center acetonskega pulza potuje 1,42 mL od zančnega ventila do UV detektorja. b) 
Center acetonskega pulza potuje 2,41 mL od mešalne črpalke do UV detektorja. c) Center pulza soli 
potuje 1,45 mL od zančnega ventila do koduktometra. 
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Mrtvi volumen med koncem kromatografskega nosilca ter UV celico pomerimo 
ročno – cevko odklopimo od kromatografskega nosilca ter od UV celice. Na eni strani 
povezavo napolnimo z vodo (slika 4.4), nato pa jo z zrakom izpihamo v epico. Iz epice 
jo poberemo z 0,5 mL pipeto ter z nastavitvijo pipete določimo mrtvi volumen. 
Meritev pri obravnavanem primeru znaša 0,31 mL. Na enak način se določi še mrtvi 
volumen med UV celico in zbiralcem frakcij – pri obravnavanem primeru 0,46 mL. 
Le tega se vnese v sistemske nastavitve in se avtomatsko kompenzira tekom poizkusa. 
V nadaljevanju je izvajanje popravkov zaradi mrtvega volumna rutinsko in se ga ne bo 
več posebej omenjalo. Vsi nadaljnji poskusi so izvedeni na istem HPLC sistemu. 
 
Slika 4.4:  Meritev mrtvega volumna med koncem kromatografskega nosilca ter UV celice. Rumeno 
povezavo napolnimo z vodo, ki jo nato izpihamo v epico. 
4.2.2  Merjenje poroznosti 
Meritev totalne poroznosti je izvedena s pulzom soli (1M NaCl), pri kateri 
ostanejo vezavna mesta na kromatografskem nosilcu vezana. Postavitev sistema je 
podobna, kot pri merjenju mrtvih volumnov od zančnega ventila, le da je vključen tudi 
kromatografski nosilec (slika 4.5). Meritev izvendelčne poroznosti je izvedena z 
zmesjo agregiranih proteinov, kjer je > 30% proteinov v agregiranem stanju. Agregati 
imajo velikost > 300 kDa (določeno s SEC analizo, podatki niso prikazani), kar je 
znatno več od premera por v delcih kromatografskega nosilca (GE matrix lot). V obeh 
primerih potrebujemo nevezne pogoje na koloni, zato je potrebna zadostna količina 
soli (2M NaCl) tudi v ekvilibracijskem pufru. Elucijska vrhova za obe meritvi sta 
prikazana na sliki 4.6. 
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Slika 4.5:  Postavitev za določanje poroznosti 
 
Slika 4.6:  a) Elucijski vrh pulza soli skozi kromatografski nosilec. Pri tem spremljamo prevodnost, saj 
raztopina NaCl za razliko od proteina praktično ne absorbira UV svetlobe. b) Elucijski vrh pulza delno 
agregiranega proteina skozi kromatografski nosilec. Večje molekule potujejo hitreje, saj imajo ob 
enakem pretoku manj prostora in posledično krajšo pot. Prvi vrh je tako posledica zelo velikih 
molekul – agregatov. 
Iz volumna kolone, totalne poroznosti ter izvendelčne poroznosti izračunamo še 




⁄ = 0,672 (4.1) 
 
 
4.2.3  Elucijski eksperimenti z eritropoetinom 
Elucije so se izvajale pri različnih dolžinah gradientov in sicer 10 CV, 15 CV, 
25 CV ter 35 CV. Gradient je potekal od 0 mM do 1000 mM soli. Izvedena je bila tudi 
izokratska elucija s 150 mM soljo. Gradientni poskusi pri 10 CV, 15 CV in 35 CV so 
namenjeni postavitvi modela, preostala dva pa njegovi validaciji. 
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Slika 4.7:  Izvedene linearne gradientne elucije za določanje vezavnih in transportnih parametrov. 
Začetna špička pri proteinskem elucijskem vrhu je posledica vezave puferskih substanc na 
kromatografski nosilec. Prevodnost narašča linearno z višanjem soli v mobilni fazi. 
Začetna špica na spektru ni bila pričakovana. Izkaže se, da je le-ta posledica 
vezave negativno nabitih puferskih substanc na kolono. Pri nižji koncentraciji soli se 
vežejo na nosilec, pri čemer izpodrivajo 𝐶𝑙− ione. Pri višjih koncentracijah soli pa 𝐶𝑙− 
ioni izpodrivajo puferske substance, pri čemer se na izhodu kromatografskega nosilca 
izloči pufer z nižjo koncentracijo 𝐶𝑙− ionov. Posledica tega sta nižja prevodnost ter 
nižji pH raztopine (slika 4.8). Sprememba lastnosti pufra vpliva na površinski naboj 
glikoproteina ter posledično njegove vezavne lastnosti. 
 
Slika 4.8:  Posledice vezave puferskih substanc so opazne tako pri vezavi proteina (profil absorbance) 
kot tudi pri lastnostih pufra (profila pH in prevodnost) 
Vpliv vezave puferskih substanc na elucijski vrh pri linearnem gradientu izzveni 
kmalu po prenehanju interakcije puferske substance s kromatografskim nosilcem. Za 
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opazovanje vpliva na nadaljnjo obliko elucijskega vrha izvedemo dva enaka poskusa 
z linearnim gradientom, le da pri prvem pred začetkom gradienta na kromatografski 
nosilec nanesemo višjo koncentracijo puferskih substanc. Opazimo, da je efekt 
izrazitejši, ne vpliva pa na nadaljevanje elucijskega vrha (slika 4.9). 
 
Slika 4.9:  Graf prikazuje dva poskusa, ki imata različno dolg ekvilibracijski korak, pri katerem se 
puferske substance vežejo na kromatografski nosilec 
Elucijski vrh vsakega poskusa z EPO-m se je razdelil na približno 60 frakcij, od 
katerih jih je približno 20 izbranih za analizo CZE, ki služi določanju razmerja 
nabojnih izoform znotraj posamezne frakcije (poglavje 2). Na ta način smo določili 
elucijske spektre posameznih nabojnih izoform (slika 4.10). 
 
Slika 4.10:  Elucijski vrhovi razčlenjeni na nabojne izoforme 
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4.3  Določanje vezavnih in transportnih parametrov 
Vezavna parametra – karakteristični naboj ter ravnovesno konstanto določimo 
za vsako nabojno izoformo posebej. Pri tem za vsako gradientno elucijo potrebujemo 
začetno in končno koncentracijo soli, dolžino gradienta ter retencijski čas vsake izmed 
nabojnih izoform. Iz naklona premic na grafu Yamamoto (slika 4.11) določimo 
vezavna parametra, ki sta specifična za vsako nabojno izoformo v interakciji z 
izbranim kromatografskim nosilcem (poglavje 3.1.2). Karakteristični naboj in 
ravnovesna konstanta linearno naraščata v obravnavanem območju nabojnih izoform 
(slika 4.12). 
 
Slika 4.11:  Graf Yamamoto za nabojne izoforme 4-8. Z rdečo označen osamelec (outlier) je posledica 
nepopolnega spektra, pri dolžini gradienta 10 CV (slika 4.10) 
 
Slika 4.12:  Karakteristični naboj in vezavna konstanta v odvisnosti od nabojne izoforme 
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Izmed transportnih parametrov modela GRM upoštevamo le koeficient filmske 
difuzije ter aksialno disperzijo (poglavje 3.2). Parametra sta za vsako nabojno 
izoformo določena s prilagajanjem simulacijskih elucijskih vrhov eksperimentalnim z 
Nelder-Mead simpleksnim postopkom iskanja minimuma nelinearne funkcije [15]. 
Kriterijska funkcija je določena kot normalizirana vsota kvadratov razlike (normalized 
root mean square – NRMS) med elucijskim spektrom modela ter eksperimentalnim 
elucijskim spektrom na izbranem območju (slika 4.13.c). 
 
Slika 4.13:  a) Simulacija modela z vezavnimi parametri, določenimi iz grafa Yamamoto. b) 
Simulacija modela s popravkom vezavnih parametrov. c) Izbrano območje evaluacije kriterijske 
funkcije se nahaja med rdečima črtama. Pomerjeni vrhovi izrisani s črno, simulirani z modro, razlika 
pa z zeleno barvo. Prikazani so vrhovi za nabojno izoformo 6. 
Znotraj kriterijske funkcije je potrebno kompenzirati variabilnosti skupne 
količine eluata (korekcijski faktor 𝐾) ter pozicije vrha (zamik ∆𝑥). Kriterijska funkcija 
kompenzira oba prispevka z minimiziranjem zveze v enačbi 4.2, pri čemer funkciji 
𝑓(𝑥) in 𝑦(𝑥) opisujeta obliki eksperimentalnih in simuliranih elucijskih vrhov. 
 ∑ (𝐾 𝑓(𝑥𝑗 + ∆𝑥) − 𝑦(𝑥𝑗))
2
𝑗 = 𝑚𝑖𝑛 (4.2) 
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Zvezo v enačbi 4.2 parcialno odvajamo po obeh spremenljivkah ter pridemo do zvez 
v enačbah 4.3 in 4.4. Iz prve z izračunom dveh korelacijskih koeficientov in dveh 
korelacijskih zvez pridobimo vrednost ∆𝑥. Iz druge pa nato izluščimo še 𝐾. 













Variiranje transportnih parametrov vpliva na končno pozicijo vrhov (slika 
4.13.a,b). Za ponovno določitev vezavnih parametrov se korekcija pozicije vrhov 
odšteje od določene začetne pozicije vrhov. Manjše spremembe vezavnih parametrov 
znatno ne vplivajo na obliko vrha, zato iteracije niso potrebne. 
Dvoparametrska optimizacija koeficientov filmske difuzije in aksialne disperzije 
vrne vrednosti parametra aksialne disperzije med 10−6,454 in 10−6,533. Aksialna 
disperzije je lastnost kromatografskega nosilca, zato je za vse nabojne izoforme enaka 
(poglavje 3.2). Njena vrednost znaša 10−6,50 ± 0,05. Pri tej vrednosti aksialne disperzije 
je bila izvedena enoparameterska optimizacija za določanje koeficienta filmske 
difuzije (poglavje 3.2). Koeficient filmske difuzije narašča glede na nabojno izoformo 
(slika 4.14). 
 
Slika 4.14:  Spreminjanje koeficienta filmske difuzije v odvisnosti od nabojne izoforme 
Vrednosti parametrov modela, izvedenega s programskim paketom CADET, so 
zbrane v tabeli 4.1. 
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Tabela 4.1:  Parametri modela. Vrednosti znotraj oglatih oklepajev veljajo za vsako izmed nabojnih 
izoform 4-8 posebej 
Parametri vezave 
Ionska kapaciteta kromatografskega nosilca 𝑞0 0,18 mol/L
 
Ravnovesna konstanta 𝐾𝑒 [0,381 0,433 0,462 0,507 0,557] / 
Karakteristični naboj 𝑧 [3,215 3,508 3,818 4,171 4,514] / 
Transportni parametri 
Aksialna disperzija 𝐷𝑎𝑥  10
−6,5 / 
Filmska difuzija 𝐷𝑓 10 − 
[6,43  6,24  6,13  6,02  5,93]  / 
Hitrost pretoka 𝑣𝑀 3,16 × 10
−4  m/s 
Podatki o kromatografskem nosilcu 
Dolžina 𝐿 15 cm 
Velikost poroznih delcev 𝑟𝑝 17
 µm 
Izvendelčna poroznost ∅𝑧 0,328 / 
Znotrajdelčna poroznost ∅𝑛 0,672 / 
Diskretizacija 
Število dolžinskih razdelkov 𝑁𝑑 16 / 
Število radialnih razdelkov 𝑁𝑟 2 / 
4.4  Verifikacija in validacija modela  
Verifikacija je izvedena na izvirnih treh gradientnih serijah. Model se pri 
sredinski dolžini gradienta najbolje ujema z eksperimentalnimi rezultati. Pri krajšem 
gradientu je širina simuliranega elucijskega vrha širša, pri daljšem pa ožja od 
eksperimentalnega elucijskega vrha (slika 4.15). Razprava o izvoru tega pojava se 
nahaja v poglavju 4.5. 
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Slika 4.15:  Prekrivanje simuliranih in eksperimentalnih vrhov po optimizaciji parametrov 
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Validacija je izvedena na gradientu dolgem 25 CV ter pri izokratski eluciji (slika 
4.16) za posamezne nabojne izoforme (slika 4.17). Zaradi lezenja detektorja UV oblika 
elucijskega vrha nabojne izoforme 8 pri izokratski eluciji ni dobro definirana ter je v 
nadaljevanju izpuščena iz obravnave. Lezenje detektorja UV je posledica njegove 
polprevodniške sestave. 
 
Slika 4.16:  Graf elucij pri dolžini gradienta 25 CV ter pri izokratski eluciji s 150 mM soljo 
 
Slika 4.17:  Grafi elucijskih vrhov (slika 4.16) razčlenjeni po nabojnih izoformah. 
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Pri dolžini gradienta 25 CV se ujemanje modela uvršča med verifikaciji pri 
dolžinah gradienta 15 CV in 35 CV (slika 4.18). Pri izokratski eluciji je pri zgodnejših 
vrhovih napovedan vrh širši od pomerjenega, pri poznih pa je napovedan vrh ožji od 
pomerjenega. Pri obeh primerih se napovedana nabojna izoforma 6 izloči nekoliko 
hitreje od pomerjene. 
 
Slika 4.18:  Validacija pri dolžini gradienta 25 CV 
 
Slika 4.19:  Validacija modela na primeru izokratske elucije 
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4.5  Diskusija  
Model dobro popisuje retencijske čase posameznih nabojnih izoform, slabše pa 
spreminjanje širine vrhov. Teoretično širina vrha ne bi smela linearno naraščati z 
dolžino gradienta, saj to ni v skladu z difuzno dinamiko. Slednja pravi, da bi morali z 
daljšanjem gradienta dosegati boljšo ločbo. 
 
Slika 4.20:  Prekrivajoči sprektri, katerih časovna os je skrčena za dolžino gradienta, se po obliki 
vrhov ujemajo med sabo 
V tem primeru se izkaže, da je širina vrhov precej linearno odvisna od dolžine 
gradienta (slika 4.20), ločba pa je celo pri izokratski eluciji praktično enaka kot pri 
gradientni eluciji (slika 4.21). Opazimo, da so presečišča med deleži ujemajo. Začetka 
obeh grafov se razlikujeta zaradi vezave puferskih substanc, konca pa zaradi nizkih 
koncentracij. 
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Slika 4.21:  Deleži nabojnih izoform pri dolžini gradienta 25 CV in izokratski eluciji 
Razlog za konstantno ločbo lahko iščemo v heterogenosti EPO-a. Znotraj 
posamezne nabojne izoforme se skriva pestra družina glikoform (slika 2.1.b), ki imajo 
lahko vsaka svoje vezavne parametre. Pri gradientni eluciji pri močno spremenjenem 
pH (∆pH > 3) zaznamo več vrhov znotraj elucijskega vrha posamezne nabojne 
izoforme (slika 4.22), kar dodatno kaže v smeri nehomogene vezave posameznih 
nabojnih izoform. 
 
Slika 4.22:  Elucijki profili nabojnih izoform pri gradientni eluciji pri močno spremenjenem pH. 
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Tekom tega dela se je izkazalo, da je EPO zelo heterogena substanca. Znotraj 
posameznih nabojnih izoform se nahaja več različnih glikoform, ki imajo med seboj 
različne vezavne parametre. Posledica tega je slabša opisna moč modela pri 
spreminjanju dolžin gradientov, saj le ta opisuje vpliv transportnih pojavov na širjenje 
elucijskih vrhov homogenih substanc. Informacija, da je ločba neodvisna od vhodnega 
profila koncentracije soli, je v praksi zelo ugodna, saj nakazuje, da je potrebno 
spremljati le delež izpranega materiala. Iz informacije o vhodnem materialu in deležem 
spranega materiala pred in po zajemu elucijskega vrha lahko napovemo deleže 
nabojnih izoform v zbranem eluatu. 
Model dobro napoveduje retencijske čase posameznih nabojnih izoform. Za 
nadaljevanje tega dela bi bilo potrebno razdeliti vpliv glikoform ter vpliv transportnih 
pojavov na obliko elucijskega vrha. Za določitev dinamike širjenja vrhov, kot 
posledice transportnih pojavov, bi bilo potrebno izvesti poskuse s ponovnim 
injiciranjem ozkih frakcij na kromatografski nosilec. Začetni poskus, katerega 
elucijski vrh bi se frakcioniral, bi bilo potrebno izvesti na večjem kromatografskem 
nosilcu, če želimo imeti dovolj vzorca v posameznih frakcijah, ki bi bile namenjene za 
injiciranje na manjši kromatogrfski nosilec. Nato bi se posamezne nabojne izoforme 
modelirale kot vsaj 3 podvrste (slika 4.22). Na predlagan način bi lahko model bolj 
učinkovito popisal oblike vrhov. 
Predstavljeno delo je aplikativno tudi za ostala biološka zdravila, zlasti tista, ki 
ne izkazujejo tako heterogene narave kot EPO.  Model se da razširiti s potrditvenimi 
poskusi za variiranje hitrosti pretoka, dimenzije komatografske kolone, velikosti 
poroznih delcev ter ionske kapacitete kromatografskega nosilca. 
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